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Abstract (Basic) : DE 4017398 A 

Microbial and somatic cells in milk are determined by (a) 
destroying interfering components with a complex-former and a 
surfactant, and (b) dyeing microbial and somatic cells present in the 
milk and evaluating them together by fluorescence. 

An agent for carrying out the process, and contg. a complex- former 
and a dye reagent, is claimed. The complex-former is an aq. soln. of 
trimopholinium citrate (esp. formed in situ by reaction of morpholine 
with citric acid, in soln. in the aq. surfactant soln), the surfactant 
is an aq. soln. of decycloxypolyethylene glycol, and the dye reagent, 
is an aq. soln. of acridine orange. 

ADVANTAGE - The process can be automated, giving a simple quick, 
cheap and non-polluting method, using few chemicals and avoiding the 
use of an enzyme soln. and of bases and alcohols. (5pp Dwg.No.0/0) 
Abstract (Equivalent): DE 4017398 C 

Microbial and somatic cells in milk are determined by (A) 
solubilising interfering substances by addition to the milk of an aq. 
trimorpholinium citrate (TMC) soln. contg. a surfactant at neutral pH 
and at 40-60 deg.C and (B) as known adding a fluorescing dye to the 
treated milk and simultaneously counting teh cells flow zytometrically 
or microscopically. 

(A), esp. 1 mol. soln. of TMC is pref. used, esp. contg. 20%, 
decyloxypolyethylene glycol having, a degree of ethoxylation about 11 as 
surfactant. The TMC is esp. produced in the milk from morpholine and 
citric acid. 

ADVANTAGE - A satisfactory simple method to determine both types 
of cells simultaneously. 
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® Verfahren und Mittel zur Bestimmung der bakteriologischen und zytologischen Beschaffenheit von 
Rohmllch. 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und Mittel zur Bestimmung von mikrobiellen und somati- 
schen Zellen nebeneinander in einer Rolimllchprobe. 

Das Verfahren ist dadurch gei<ennzeichnet, dafl man nach Auflosung der stSrenden Milchbestandteile mittels 
eines Komplexbiidners und eines Tensids, die in der Rohmllchprobe vorliegenden mil<robiellen und somatischen 
Zeilen nach Anfarbung fluoreszenzoptisch auswertet. 
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Die vorliegende Erfindung ist ein direktes, fluoreszenzopisches Zahlverfahren und bietet fur die in der 
Quatitatskontrolle der Rohmiich breit angewandte. automatisierten Routineverfahren. wie z.B. das 
Bactoscan- und Fossomatic-Verfahren, eine neue Referenzmethode in einem Arbeitsschritt. Daruber hinaus 
ist das erfindungsgema^e Verfahren auch selbst automatisierbar. wodurch die Qualitatskontroile betreffend 
die bakterlologische und zytologische Beschaffenheit der Rohmiich erheblich einfacher. schneller, kosten- 
sparender und wegen des relativ niedrigen Chemikalienverbrauchs auch umweltschonender durchfuhrbar 
wird, als mit den beiden genannten. nebeneinander getrennt arbeitenden Verfahren. 

Die EinfOhrung der Kapiliarmembranfliter mit definierten Porengr65en in die Mikrofiltrationstechnik 
erSffnete auch neue Moglichkeiten zur Direktbestimmung von Keimen in Rohmiich. 

Im Jahre 1980 wurde das sog. DEFT-Verfahren veroffentilcht. Nach dieser Methode wird die Rohmilch- 
probe zusammen mit einer Enzymlosung und einer Tensidlosung 10 Min. lang inkublert. dann durch einen 
Polycarbonatmembranfilter mit der Porengro/3e 0,6 urn flltrlert. anschliefiend mit einer 0.025 %igen 
Acridinorangelosung uberschichtet. erneut flltriert dann zuerst mit einem Citrat-NaOH-Puffer und schhefihch 
mit Ethanol Oder Isopropanoi gewaschen. Der Membranfilter wird dann getrocknet und die. auf der 
Oberfiache des Riters befindlichen, gefarbten Keime mit Hllfe eines Fluoreszenzmikroskopes ausgezahlt. 
Die Ergebnisse werden in "Klumpenzahl" und "Einzelkelmzahl" angegegeben. 

Wie es spater gezeigt wird, sind bei der DEFT-Method© die relativ grofien Probenmenge, der 10 Mm. 
lange enzymatische Eiweli3abbau. die Anwendung eines hohen Uberschu/J an Farbstofflosung. sowie die 
alkoholische Nachbehandlung des Filters teils unnotig, teils komplizierende Details dieses Verfahrens: die 
hiermit zusammenhangende Problematik dieser Methode ist in der einschlagigen Literatur ausfuhrtich 

beschrieben. . 

Als Referenzverfahren fur automatisch arbeitenden Routineverfahren. bei denen keine 
"Klumpenbildung" durch die Aufbereitung der Rohmiichprobe vorliegt. z. B. beim Bactoscan-Verfahren. ist 

diese Methode ungeeignet. rM= /^o oo -it 

Scheinbar ganz neue Wege beschreitet eine Patentanmeldung aus dem Jahre 1988. In DE-05 38 17 
089 A1 wird ein Verfahren beschrieben. nach dem eIn "spezielles Klarungsreagenz", als Mittel zur 
Aufbereitung der Rohmiichprobe eingesetzt wird. Dieses Reagenz besteht prinzipiell aus einer Mischung 
von drei verschiedenen Chemikalien: aus einer anorganischen oder organischen Base, aus einem Alkanol 
mit zwei bis acht Kohlenstoffatomen, sowie aus einem nichtionischen Tensid. Man gibt diesen Klarungsrea- 
genz zu der Milchprobe bei gegebenen Temperaturen, schUttelt kraftig. worauf samtliche Milchbestandteile 
bis auf die Keime und die somatischen Zelien aufgelost werden. Nach Zugabe einer Fluoreszenzfarbstofflo- 
sung wird die Probe entweder indirekt. mit Hilfe eines Durchflufizytometers. oder direkt. mittels emer 
Neubauer-Zahlkammer fluoreszenzoptisch ausgewertet. 

Bereits im Jahre 1889 wurde die Rose-Gottlieb- Methode zur gravimetrischen Milchfettbestimmung 
veroffentilcht. Sie ist heute noch als Referenzverfahren in der Verwendung. Bei dieser Methode wird 
ebenfalls eine Klarung der Milchprobe durchgefuhrt. mittels Ammoniak und Ethanol. Es ist daher nicht 
uberraschend, wie dies in der zitierten Patentanmeldung dargestellt wird. die Milch mit der Base und 
Aikohol zu klaren. In der wassrigammoniakalisch-alkoholischen Schicht des Rase-Gottlieb Aufschlusses 
befindlichen Keime sind nach AnfSrbung, z. B. mit einer Acridinorangelosung. ebenfalls mikroskopierbar. 
Die Anwendung des im DE-OS 38 17 089 A1 aufgefuhrten Verfahrens als Referenzmethode fur die 
automatisierten Routineverfahren ist denkbar, sofem man fQr die Direktzahlung eine ZMhlkammer benutzt. 
Jedoch. wie in der Fachliteratur beschrieben. ist das Auszahlen der Bakterienzellen in Zahlkammem sehr 
muhsam da sie nicht ausnahmslos am Kammerboden sedimentieren. Dagegen sind die Keime bei der 
Membranfiltertechnik an der MebranoberflSche fixiert und daher ohne Schwierigkeiten zahlbar. Em Ausweg. 
die geklarte Probe zuerst durch einen Membranfilter zu filtieren und dann eine ZShlung vorzunehmen. 
scheitert jedoch daran. dafl die Kunststoffmembranen in dem streng alkalischen Milieu der Probe zerstort 
werden 

Nach dem vorliegenden. erfindungsgemaBen Verfahren. wird fOr die Ermittlung des Keim- und somati- 
schen Zellgehaltes der Rohmilchproben weder eine Enzymlosung. noch die Verwendung von Basen und 
AII<oholen benStigt. Abgesehen vom Wasser und einem Fiuoreszenzfarbstoff. die auch von den oben 
geschilderten Methoden gleichermaflen verwendet werden. braucht man hier nur noch zwei Reagenzlosu- 

Bne Trimorpholiniumcitrat-Losung (TMC-Losung), sowie eine Tensid-LSsung (T-L6sung). beide sind wass- 
rige Losungen im neutralen pH-Bereich. ...... ^ . 

Die TMC-L6sung wird erfindungsgemafl im Konzentrationsbereich 0,5 bis 1.0 Mol/Liter verwendet. 
bevorzugt als 1 Molare Losung. Man kann anstatt der TMC-Losung auch andere Komplexb.ldner. w.e z.B. 
die entsprechenden Saize der l-Hydroxyathan-1.1-diphosphonsaure oder der EDTA einsetzen, sie bieten 
jedoch keine besonderen Vorteile gegeniiber dem Citrat. 
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Als T-L6sung wird erfindungsgema/5 eine wassrige Losung von Decyloxypolyathylenglycol. mit einem 
Athoxylierungsgrad von etwa 11 und mit einem HLB-Wert von etwa 15, im Konzentrationsberelch von 5 bis 
25 Gew. %, bevorzugt als eine 20%tge Losung eingesetzt Anders, chemisch verwandte, nichtionische 
Tenside sind ebenfalis verwendbar, sofem sie gleiche oder ahnliche HLB-Werte aufweisen, sie bieten 
6 jedoch keine weiteren Vorteile. 

Als Farbstoff-Losung (F-Losung) wird eine Acridinorange-Losung bevorzugt verwendet. die man aus 
einem Konzentrat durch VerdOnnung 1:100 mit Wasser fOr den jeweiligen Tagesbedarf herstellt. Zur 
Herstellung des Konzentrates werden 0,25 g Acrldinorange in einem Liter Wasser gelost und anschlie/3end 
durch einen 0,2 um Membranf liter gefiltert und Im Kuhlschrank aufbewahrt. 
10 Andere Fluoreszenzfarbstoffe. wie z. B Ethidiumbromid oder Rhodamin B sind ebenfalis anwendbar, ihr 
bevorzugter Einsatz gegenUber Acridinorange ist jedoch nicht begrOndet. 

Das zur Bereitung der Losung. sowie als Waschflussigkelt verwendete Wasser soil bidest Qualitat 
haben. stets frisch destilliert. oder in kelm- und partikelfreien GefaiSen abgefullt und nach Autoklavieren 
aufbewahrt werden. Sehr gut bewahrte sich auch pyrogenfreles Wasser, pro Infusione. das im Handel 
75 erhaltlich ist. 

Es ist empfehlenswert, vor Beginn der Messungen einen Blindversuch durchzufuhren, um sich zu 
vergewissern, dajS die Losung und das Wasser frei von Bakterienzellen und anfSrbbare Fremdpartikein sind. 

Als weitere Mittel werden noch Kapiilarmembranfilter (0 25 mm, Porengr6i3e 0.4 um), eine Filtrations- 
kammer mit eingebautem Magnetruhrer, eine geeignete Pinzette, Objekttrager, Deckglaser, Immersionsol, 
20 ein Wasserbad, eine Wasserstrahlvakuumpumpe, verschiedene Pipetten, ReagenzglSser mit Schliffstopfen, 
sowie ein Fluoreszenzmikroskop, ausgerOstet mit den entsprechenden optischen Filtern, benotigt. 

Allgemeine Arbeitsvorschrift: 
Man temperiert sowohl die Rohmilchprobe, als auch die beiden Reagenzlosungen im Bereich von 40 bis 60 

* C, vorzugsweise bei 50 * C. In ein Reagenzglas mit Schliffstopfen wird nun zu einem bestimmten 
25 Votumenteil der TMC-Losung ein Aliquotteil der Rohmilchprobe zugefGhrt und kraftig geschuttelt, anschfie- 

i3end wird die erfoderliche Menge der T-L6sung hinzuplpettiert, man schuttelt erneut kraftig und filtriert 
dann die optisch klare Mischung durch den Membranfilter durch Aniegen eines nicht zu hohen Vakuums. 
Nun wird mit Wasser von etwa 20 * C unter RQhren gewaschen. Nach Abstelien des Vakuums wird der 
Filter mit der F-L6sung Qberschichtet. kurz weitergerChrt und erneut gefiltert. Man holt jetzt den Membranfil- 

30 ter vorsichtig aus der RGhrzelle heraus und trocknet Ihn bei Zimmertemperatur. Nach dem Trocknen wird 
der Filter ubiicherweise mit Hilfe von Immersionsol prapariert und die Keime und die somatlschen Zellen 
unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt. 

Unter BerOcksichtigung der VerdOnnungsverhaltnisse, sowie die erhaltene, durchschnittliche Anzahl der 
gezahlten Keime bzw. Zellen pro Gesichtsfeld, werden bei gegebenen Mikroskopfaktor die Ergebnisse in 

36 Anzahl pro mi Milch angegeben. 

Die erfoderlichen Mengen der beiden Reagenzlosungen sind In gewissen Grenzen variierbar. Halt man 
die Milchmenge konstant. so mussen die Mengen der TMC- und der T-L6sung stets so gewahit werden, 
daB weder die krltische Konzentratlon der fUr den Aufschlu/J erforderlichen lonenstarke, noch die kritische 
Mizellenkonzentration (CMC) des jeweiligen Tensides bei gegebener Temperatur unterschritten werden. 

40 Fur Reihenuntersuchungen hat sich folgende Arbeitsweise bewahrt: 

Die ReagenzgiMser werden mit glelchen Volumensteiien TMC-Losung und Rohmilch beschickt und nach 
Verschlie/Jen geschuttelt und ins Wasserbad (50 " C) gestellt. Die Ruhrzelie wird montiert, mit 2 ml der 50 

* C warmen T-Losung beschickt und der MagnetrOhrer in Bewegung gesetzt. Mit Hilfe einer Dosierpipette 
mit Einwegspitze werden zunachst 100 ul aus der TMC-Milch-Mischung hinzuplpettiert und gleich anschiie- 

45 i3end noch 1 ml T-Losung dazugegeben. Es wird jetzt etwa 10 Sec. lang kraftig. dann 10 Sec. lang sehr 
langsam weitergerOhrt, danach wird der RGhrer abgestellt und etwa 20 Sec. lang mittels Vakuum (100 bis 
200 KPa) gefiltert. Nun wird das Vakuum abgestellt, mit 2ml Wasser (etwa 20 ' C) unter Ruhren gewaschen 
und erneut gefiltert. Man Qberschichtet jetzt den Filter mit 1 ml F-Losung. ruhrt sehr langsam etwa 20 Sec. 
lang, stellt den RGhrer ab und fiitriert erneut. Man beachte, daj3 die Ein- und Ausschaltung des Vakuums nie 

50 ruckartig geschieht. Die weiteren Schritte werden, wie oben geschildert, ausgefUhrt. 

Ist eine starke Keimbelastung der Rohmilch zu erwarten, so wird die Menge der TMC-Milch-Mischung 
entsprechend reduziert. Liegen keimarme Milchproben zur Untersuch vor, so kann man den ersten 
Filtrationsschnitt derart wiederholen, dajS man eine zwelte 100 ul Portion der TMC-Milch-Mlschung auf den 
glelchen Filter, sonst unter den gleichen Bedlngungen. wie oben angegeben, durchfiltrlert. Die weiteren 

55 Schritte sind In der allgemeinen Arbeitsvorschrift geschildert. Zeitbedarf pro Milchprobe. inklusive Trock- 
nungszeit, die nicht kOrzer als 2 Mln sein solite, und Herstellung des Mikroskoppraparates liegt bei einer 
geObten Person bei etwa 5 Minuten. 

Die hier geschilderte einfache und schnelle Methode ist auch geeignet, auotmatisierte Routineverfahren 
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zu uberprufen. Beim Bactoscanverfahren werden zwar die Me/3ergebnisse in Impulszahlen angegeben. 
jedoch man kann einen Aliquot aus den Inkubationsbecher des Gerates membranflltrieren. Nachdem die 
Verdunnungsverhaltnisse bekannt sind. kann ein Direktvergleich beider Verfahren angestellt werden. 

Die Zahlung somatischer Zellen in Rohmilch wird nacl^ einer mikroskopischen Direktmethode durchge- 
fuhrt. Die Methode dient auch als Referenzverfahren zur Herstellung von Standards, sowie zur Standardisie- 
rung mechanisierter bzw. automatisierter Zellzahlverfahren, wie die elektronische Zahiung nach dem Coulter 
Prinzip, die optisclie Zahlung in der kontinuierlichen Durchflu/3analyse (Streulichtmessung), sowie die 
flureszenzoptische Zahlung nach dem Fossomatic- Verfahren. 

Bei dem Fossomatic-Verfahren werden 0,2 ml der Milchprobe mit Puffer- und Farblosung grundlich 
vermischt. Ein Aliquotteil dieser Mischung wird in Form eines dunnen Filmes von 0.5 mm Breite und 10 um 
Dicke auf eine rotierende Scheibe gebracht, die als Objekttrager fur ein Fluoreszenzmikroskop dient. Jede 
in ihrem Kern angefarte Zelle erzeugt einen elektrischen Impuls. der nach Verstarkung registriert wird. Die 
Anzahl der somatischen Zellen wird in 1 000/ml direkt angegeben. 

In Rohmilchproben konnen nach der vorliegenden Erfindung beide Zelltypen nebeneinander bestimmt 
werden. Da die angefarbten somatischen Zellen von den angefarbten mikrobiellen Zellen in ihrer GroBe 
stark unterscheiden, sind sie mUhelos nebeneinander auszahlbar. 

Das vorliegende Verfahren kann auch automatisiert werden, indem die mit den Reagenzlosungen 
behandelte Probe nicht membranflltriert, sondern die Flureszenzintensitat der zellularen Partikel mit Hilfe 
eines DurchfluiSzytometers direkt in der aufbereiteten Probe gemessen und registriert wird. 

Alternativ zu der oben geschilderten Probenaufbereitung kann man vorteilhaft folgenderweise verfahren: 
Die Milchprobe wird zuerst mit der erforderlichen Menge Morpholin versetzt und anschlieflend mit einer 
Tensidlosung, die die stochiometrische Menge CItronensaur© und gegebenenfalls auch das Farbreagenz 
enthait. kraftig durchgemischt. Durch die Reaktion zwischen Morpholin und CItronensaure entstanden 
Komplexbrldner wird also in der Probe in situ erzeugt und wegen der gleichzeitig auftretenden Reaktions- 
warme kann auf eine Vortemperierung der Reagenzien verzichtet werden. Dabei konnen die Milchprobe 
und die Reagenzien auch durch geeignete Schlauchsysteme zusammengefOhrt werden. 

Beispiel 1: 

Zehn Rohmilchproben unterschledlicher Keimbelastung werden auf 50 *C temperlert und grundlich 
gemischt. In Reagenzrohrchen werden je 2 ml 1 M Trimorpholiniumcitrat-Losung von 50 'C mit 2 ml der 
jeweiligen Rohmilchprobe unter krSftigem RQhren gemischt Aus dieser Mischung werden Aluquote in 
Gegenwart von je 3 mi 50 'C warmen Tensid-Losung nach dem oben geschilderten Verfahren durch 
Polycarbonatmembranfilter (PorengroCe 0,4 mm) gefiltert. mit je 1 ml Acridinorange-L6sung angefarbt und 
nach Trocknung die Keime mit dem Fluroeszenzmikroskop ausgezahlt. 

Von den gleichen Proben wurde der Qehalt an Bakterien mit dem Bactoscan-Verfahen auch ermittelt, 
indem man aus dem Gerat Proben entnommen hat, und diese nach Membranfiitration ebenfalls mit dem 
Fluroeszenzmikroskop auswertete. 

Ein Vergleich der Methoden zeigt die folgende Tabelle: 
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A Bactoscan Impulse (DL 3,0) 

B Anzahl der Bakterienzellen/ml; Probe aus dem Bactoscangerat 
( Inkubat ionsbecher ) 
25 C Anzahl der Bakterienzellen/ml; nach dem erf indungsgemSjSen 
Verfahren 



30 Beispiel 2: 

Analog Beispiel 1 werden in drei Rohmiichproben nach der vorliegenden Erfindung die Anzahl der 
mikrobiellen und der somtischen Zeden bestimmt. Von den gleichen Proben warden mit dem Bactoscan- 
Verfahren die Bakterienzellen und nnit dem Fossomatic-Verfahren die somatischen Zellen ermittelt. Ein 
35 Vergleich der drei Methoden zeigt die folgende Tabelle: 



Probe 



B 



E 



40 



1 

2 
3 



705 
2056 
4950 



45 



4,2X10"" 4,6x10^ 2,4X10^ 2,1x10" 
9,3x10^ 1,0x10^ 1,4x10^ 1,7X10" 
2,9x10^ 3,0x10^ 2,4x10^ 2,6x10" 



so 
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A Bactoscan Impulse (DL 3,0) 

B Anzahl der Bakterienzellen/ml; 

( Inkubat ionsbecher ) 
C Anzahl der Bakterienzellen/ml; 

Verfahren 
D Anzahl der somatischen Zellen; 
E Anzahl der somatischen Zellen; 
Verfahren 



Probe aus dem Bactoscangerat 

nach dem erf indungsgemS^Jen 

nach dem Fossomatic-Verf ahren 
nach dem erf indungsgema^en 



Beispiel 3: 

Aus einer Rohmilchprobe werden in drei Reagenzrohrchen je 0.5 ml Milch pipettiert. Man gibt dann zu 
den ersten Rohrchen 3.5 ml 1 M TCM-Losung und 6,0 ml 20%-lge T-Losung hinzu. schOttelt kraftig und 
stent die Probe fur 5 Minuten ins Wasserbad von 50 ' C. 

35 Telle 1 M TMC-Losung und 60 Teile 20%-lge T-Losung werden gemischt Aus dieser Losung 
pipettiert man 9.5 ml zu den zweiten Reagenzrohrchen hinzu. schQttelt kraftig und stellt diese Probe 
ebenfalls fUr 5 Minuten Ins Wasserbad. 

In den dritten Rohrchen wird die Rohmilchprobe zuerst mit 1,35 ml Morpholin versetzt. dann pipettiert 
man 8,15 ml T-L6sung, die die stochiometrlsche Menge CItronensaure enthalt, hinzu. Die Probe wird kraftig 
geschOttelt. worauf sie sich erwSrmt Man laflt sie bei Zimmertemperatur stehen bis sie sich abgekuhit hat 
Die erste und die zweite Probe holt man nach etwa 5 Minuten aus dem Wasserbad und kuhit sie ebenfalls 
auf Zimmertemperatur ab. Man erhalt so In den drei Reagenzrohrchen optisch klare Losungen mit neutralen 
pH-Werten, die mit Wasser beliebig verdunnbar sind. 

Aus den Proben werden gleiche Aliquote bei Zimmertemperatur membranfiltriert. mit etwa 5 ml Wasser 
gewaschen und anschlie^end mit 1.0 ml F-L6sung uberschlchtet. Nach HItration und Trocknung analog 
Beispiel 1. werden die drei Proben fluoreszenzoptisch ausgewertet; die erhaltenen Werte zeigen eine sehr 
gute Ubereinstimmung. 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Bestimmung von mikrobiellen und somatlschen Zellen in Milch, dadurch gekennzeich- 
net, 

da/3 man nach Auflosung der storenden Milchbestandteile mittels eines Komplexbildners und eines 
Tensides. die in der Milch vorliegenden mikrobiellen und somatischen Zellen anfarbt und fluoreszen- 
zoptisch nebeneinander auswertet. 

2. Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1, enthaltend einen Komplexbildner, ein Tensid 
und ein Farbreagenz. 

3. Mittel nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, daB der Komplexbildner aus einer wassrigen 
TnmorphollniumcitratlQsung, das Tensid aus einer wassrigen Decyloxypolyathylenglycollosung und das 
Farbreagenz aus einer wassrigen Acridinorangelosung besteht. 

4. Mittel nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. daj3 der Komplexbildner durch die Reaktion von 
Morpholin mit CitronensSure, die in der wassrigen Tensidlosung in geloster Form vorliegt in der 
Milchprobe in situ erzeugt wird. 
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